INTERNATIONALfR RECHERCHENBERICHT 



A. KL*SSIFIZIERUNG DES ANMELDUTOSGEGENSTANDES 



A. KLASSIFIZIERUNG DES A 

IPK 7 C12Q1/68 



A^R F 

/lELDUnGSl 



Inter 



Internationales AMenzeichen 

T/DE 00/02757 



Nach der Internationa len Patentklassiflkation (IPK) Oder nach der nationaten Klasslfikation und der IPK 



B. RECHERCHtERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufsloff (Klasslfikationssystem und Klassifikalionssymbole ) 

IPK 7 C12Q 



Recherchierte aber nicht 2um Mindestprufstott gehdrende Verdffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronlsche Daienbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie** Bezelchnung der VerGffentllchung. soweil erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



us 5 871 918 A (NAPIER MARY E 
16. Februar 1999 (1999-02-16) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



ET AL) ^ 



WO 93 20230 A (ENVIRONMENTAL MED PROD 
;HALL GEOFFREY FRANK (6B); HALL JENNIFER 
MA) 14. Oktober 1993 (1993-10-14) 
das ganze Dokument 



WO 98 02399 A (BERTLING WOLF) 
22. Januar 1998 (1998-01-22) 
das ganze Dokument 

US 5 557 301 A (STETTER JOSEPH R 
22. Oktober 1996 (1996-10-22) 
das ganze Dokument 



1/ 



ET AL) 



1-6 

7-14 
1,13.14 



1.8-10, 
12-14 



1,7,11, 
12 



-/-- 



Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfannllie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlrchungen 

•A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

'E* atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
An me Ide datum veroffentlicht worden ist 

'L' Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsan sprue h zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O" Veroffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere Mar3nahmen bezieht 
■P' Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



•T' Spatere Veroffentlichung. die nach dem Intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstdndnis des der 
Ertindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben Ist 

'X' VerSftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tgtigkeit beruhend betrachlet werden 

'Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wlrd und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Ver&ftentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



18. Dezember 2001 



Absendedatum des intemattonalen Recherchenberichts 



27/12/2001 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: <+3l-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Knehr, M 



Formbiati PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1892) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONA 



Si 



RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsel2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



ternatlonales Aktenzeichen 

T/DE 00/02757 



Kaiegorie' 


Bezeichnung der Verottentlichung. soweH erioraertich unler Angabe der In Belracht kommenden Teilp 


1 Belr. Anspruch Nr. 


A 


US 5 312 527 A (MIKKELSEN SUSAN R ET AL) 
17. Mai 1994 (1994-05-17) 
das ganze Dokument 
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FormbtatI PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



INTERNATIONAL 

Angaben 2u Veroflenllich 



)m Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



LER RE^ 



RECHERCHENBERICHT 

zur selben Paienttamllie gehoren 



Datum der 
Verettentlichung 



US 5871918 



16-02-1999 



WO 9320230 



WO 9802399 



22-01-1998 



US 5567301 



US 5312527 



AU 
AU 
CA 
CN 
EP 
JP 
NO 
NZ 
WO 
US 
US 
US 



14-10-1993 WO 
GB 




Iniemalionaies Aktenzejchen 



T/DE 00/02757 



Mitglied(er) der 
Patenttamilie 



724600 B2 
6337696 A 
2225935 Al 
1192249 A 
0871773 A2 



2000501601 
976057 
311955 
9701646 A2 
6180346 Bl 
6127127 
5968745 



T 
A 
A 



A 

A 



9320230 Al 
2280754 A ,B 



DE 19628171 Al 

DE 29702254 Ul 

AU 719533 B2 

AU 3537697 A 

CA 2260132 Al 

WO 9802399 Al 

EP 0912470 Al 

JP 2000515508 T 



22-10-1996 KEINE 



17-05-1994 KEINE 



Datum del 
Verbftentlictiung 



28- 09- 
30-01- 
16-01- 

02- 09- 
21-10- 

15- 02- 
24-02- 

29- 04- 

16- 01- 

30- 01- 

03- 10- 
19-10- 



2000 
1997 
1997 
1998 
1998 
2000 
1998 
1999 
1997 
■2001 
•2000 
-1999 



14-10-1993 
08-02-1995 



15-01-1998 
03-07-1997 
11-05-2000 
09-02-1998 
22-01-1998 
22-01-1998 
06-05-1999 
21-11-2000 



Foimbtett PCT/ISA/210 (Anhang Paton«amilie)(Juli 1992) 



VERT 



Fl^yjBER DIE INTERNATIONALE fll^^ 
^■UF DEM GEBIET DES PATENT^^ 

PCT 

INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



.MMENARBEIT 
ENS 



Aklenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
401152GA 


lA/PiTPRPQ siehe Mittetlung uber die Ubermittlung des internationalen 
wti 1 ttt t2> Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzelchen 

PCT/DE 00/02757 


Internationales Anmeldedatum ^...^^^^^ 
(Tag/Monat/Jahr) 

12/08/2000 ^ 


(FrCihestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

26/08/1999 


An m eider 

NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT GESELLSCHAFT; et a1 . 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gem^lS 
Artikel 18 Obermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermlttelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfafJt insgesamt _4 — Blotter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jewells eine Kopie der In diesem Berlcht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berlchts 

a. 



HInslchtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden. in der sie eingereicht wurde. sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

rn Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der BehOrde eingereichten Obersetzung der internationalen 
' — ' Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

HInslchtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz Ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

□ 
□ 
□ 



In der internationalen Anmeldung in Schrifilcher Forni enthalten Ist. 
zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden Ist. 
bei der Behorde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der BehOrde nachtrSglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 



2. 
3. 



Die Erkiarung, dalB das nachtrSglich eingereichte schriftllche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
p~| Die Erkiarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrlftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

I I Bestimmte AnsprOche haben sich als nIcht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

jX| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I [ wurde der Wortlaut von der BehOrde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

mwird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld 111 angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
I — I Anmelder kann der Beh6rde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr 

I I wie vom Anmelder vorgeschlagen H keinederAbb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat, 
I [ well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/lSA/210 (Blatt 1) (Jul! 1998) 



0 



1^ A • 

C^ERTRAG UBeBiE INTERNATIONALE ZUS^MENARBEIT AUF DEM 
\o VEHIHAUU QEBIET DES PATENTWESENS 



G 



O 



PCT 



HEC'D 2 H JAN 2G02 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNfeSBBRICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmeiders Oder Anwalts 
401152GA-we 



Internationales Alctenzeichen 
PCT/DEOO/02757 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlSufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum rTao/Monat/Jahr; 
12/08/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
26/08/1999 



Internationale Patentklassifikatlon (IPK) Oder Rationale Klassitikation und IPK 



C12Q1/68 



Anmelder 



NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT GESELLSCHAFT; et al. 



der mit der internationaler> voriaufigen PrOfung beauftragten 



Dieser Internationale vorlSufige PfO<""gsbericM wurde von 
Beh6rde erstellt und wird dem Anmelder gemSB Artikel 36 ubermittelt. 

2 Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 
Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



1 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


Vltl 


□ 



B<.nrnnri«.te FeststellunQ nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der eninaenscnen ausjr 
geS^JTen A^dblS: ^ ind ErkiSrungen zur StOtzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
09/03/2001 



Name und Postanschrift der mit der Intemationalen voriaufigen 
PrOfung beauftragten Beliorde: 

^ Europaisclies Patentamt 

/jS\ D-80298 Munciien 

S^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
; Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



22.01.2002 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Wieser, M 

Tel. Nr. +49 89 2399 8434 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



PCT/DEOO/02757 



ENT COOPERATION TRE 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United otates ratent ana i raaemarK 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

30 August 2001 (30.08.01) 


International application No. 
PCT/DEOO/02757 


Applicant's or agent" s file reference 
401152GA 


International filing date (day/month/year) 
12 August 2000(12.08.00) 


Priority date (day/month/year) 

26 August 1999 (26.08.99) 


Applicant 

BERTLING, Wolf et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

09 March 2001 (09.03.01) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election 



□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Antonla MULLER 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



DE0002757 



5l0/O6984y 

jmRee'dPCT/PTO 2 6 FEB 2002 



IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 



Application No. : 

U.S. National Serial No. : 

Filed : 

PCT International Application No. : PCT/DEOO/02757 



VERIFICATION OF A TRANSLATION 



I, Susan POTTS BA ACIS 
Director to RWS Group pic, of Europa House, Marsham Way, Geirards Cross, 
Buckinghamshire, England declare: 

That the translator responsible for the attached translation is knowledgeable in the German 
language in which the below identified international application was filed, and that, to the 
best of RWS Group pic knowledge and belief, the English translation of the international 
application No. PCT/DEOO/02757 is a true and complete translation of the above identified 
international application as filed. 

I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are tine and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 



Signature of Director : 




For and on behalf of RWS Group pic 

Post Office Address : Europa House, Marsham Way, 

Gerrards Cross, Buckinghamshire, 
England. 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02757 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtllch der Bestandtelle der internationaien Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm riicht beigefugl well sie kerne Anderungen er^thalten (Regein 70, 16 and 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-7 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-14 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1/1, In der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: AHe vorstehend genannten Bestandtelle standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfut|ung oder wurden in dieser eingereicht. sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandtelle standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationaien Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der Internationaien Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung. die fur die Zwecke der internationaien vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationaien Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

H in der internationaien Anmeldung in schriftllcher Form enthalten Ist. 

E zusammen mit der internationaien Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Jull 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER pnT/DEOO/02757 
PR UFUNGSBERICHT Internationales Aktenze .chen PCT/DEOO/02757 

Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatztmer. die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 himuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusStzliche Bemerkungen: 

„ = ■■ M no^tetelluna nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen TStigkeit und der 
SrSH^hen A^^^^^^ -d ErklSrunger, zur StCitzung dieser Festste..ung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 



Ja: Anspruche 1-14. 
Nein: Anspruche 



ErfinderischeTatigkeit(ET) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1 -1 4 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02757 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Die folgenden, im Internationalen Recherchenbericht angefuhrten Dokumente, 
stellen den nachsten Stand der Technik dar: 

D1: US-A-5 871 918 (NAPIER MARY E ET AL) 16. Februar 1999 (1999- 

02-1 6) in der Anmeldung enwahnt 
D2: WO 98 02399 A (BERTLING WOLF) 22. Januar 1 998 (1 998-01 -22) 

1 . Wie auf Selte 2, erster Absatz der Besclireibung angefuhrt, sind bekannte 
voltammetrisclie Verfainren zum Nachwels von in Losung befindlichen 
Biopolymeren aufwendig, da sie entweder den Zusatz besonderer redoxaktiver 
Molekule benotigen (wie z.B. in D1 beschrieben, das auf Seite 1 der 
Beschreibung anerkannt ist), Oder auf der Venwendung von aufwendig 
herzustellenden Cliips beruhen. 

Bine weitere Mogliclikeit wird in D2 (vom Anmelder selbst) beschrieben, das sicli 
auf eine Methode bezieht welche eine beschichtete Elektrode verwendet an die 
ein Biopolymer mittels Umpolen und Aniegen verschiedener Spannungen, 
gebunden wird. 

2. Das Verfahren gemaB Anspruch 1 , bei dem an (mindestens) zwei Elektroden, von 
denen eine mit etinem zweiten Biopolymer beschichtet ist, das eine Affinitat zum 
nachzuweisenden Biopolymer aufweist, eine Spannung und/oder ein Strom 
angelegt wird, deren (dessen) Anderung durch Aniagerung des zu messenden 
Biopolymers gemessen wird, wird In den bekannten Dokumenten weder offenbart, 
noch kann es daraus in naheliegender Weise abgeleitet werden. 

3. Der Gegenstand von Anspruch 1 ist somit neu und erfinderisch im Sinne von 
Artikel 33(2) und 33(3) PCT. Dasselbe trifft auf die abhangigen Anspruche 2-14 
zu. 



Fomblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



(12) INTERNATIONAL APPLICAIIPj PUBLISHED UNDER THE PATENT ^^PERATION TREATY (PCT) 



(19) World Intellectual Property Organization WIPO 

International Bureau 
(43) International publication date PCT 
8 March 2001 (08.03.2001) 



(10) International publication number 

WO 01/16361 A2 



(51) International patent classification^: C12Q 1/68 

(21) International application number: PCT/DE(X)/02757 

(22) International filing date: 12 August 2000 (12.08.2000) 

(25) Language of filing: German 

(26) Language of publication: German 

(30) Data relating to the priority: 

199 40 647.2 26 August 1999 (26.08.1999) DE 

(71) Applicant (for all designated States except US): NOVEMBER 
AKTIENGESELLSCHAFT GESELLSCHAFT FOR 
MOLEKULARE MEDIZIN [DE/DE]; Ulrich-Schalk-Strasse 
3a, D-91056 Erlangen (DE). 

(72) Inventors; and 

(75) Inventors/Applicants (US only)i BERTLING, Wolf 
[DE/DE]; Meisenweg 22, D-91056 Erlangen (DE). 
SCHULEIN, Jurgen [DE/DE]; Neue Strasse 26, D-91054 
Erlangen (DE). HASSMANN, J6rg [DE/DE]; Hofmannstrasse 
118 a, D-91052 Erlangen (DE). 



(74) Attorney: GASSNER, Wolfgang; Nagelsbachstrasse 
49 A, D-91052 Erlangen (DE). 

(81) Designated states (national): AE, AG, AL, AM, AT, 

AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, 
CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ. EE, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, 
KP. KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX. MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, 
RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, 
UA, UG, US, UZ. VN, YU. ZA. ZW. 

(84) Designated states (regional): ARIPO Patent (GH, GM, 
KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW). Eurasian 
Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM). 
European Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, H, PR, 
GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL. PT, SE). OAPI Patent 
(BP, BJ, CP, CG. CI, CM, GA, GN, GW, IVIL, ISdR, NE, 
SN, TD, TG). 

Published: 

Without the International Search Report and to be 
republished once the report has been received. 

For an explanation of the two-letter codes and the other 
abbreviations, reference is made to the explanations 
( "Guidance Notes on Codes and Abbreviations") at the 
beginning of each regular edition of the PCT Gazette. 



As printed 
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(57) Abstrpct: The inventioii relates to a method for deicf ting and quantiftiiig first biopolynaets (J) ttuu lire located in a liquid. 
Second biopolymm (2) having a specific affinity towards the first biopdiyniers (1) to l)e detected ine bound l o the surface of a first 
electrode (El). The fim and at least one fieccoul electrode sfc dipped into the liquid. The inventive method cc n^ristcs die following 
fiteps: a) applying a changeable voltage axid/or a diange^O^lt) cuxmit over the Curat (El) and second electrode i E2) and b) meaffuring 
die direct change of voltase tmd/or cuirent, whereby said chiinge if tfao result of ihe acc pnnrtan on of the first tiomolecules (1) lo tbe 
Dccoxid biomolecules <2). 1 



(57) ZuaaiQiueiifoMuiig: Die Effmdimg betxifft esn VerfaWen zum Nadswds und zur QuamifiziefUAg von in einer HQssisk^ 
be^dlichen ersten Blopolyizifipea (IX wobca zweite zu dep cachzuwexsenden ersten Biopo]tymorcn (1) eixu i spezifiscbe Affinidit 
besitzendc Biopolyzoefe (2) an die OberfUlcho cdner ersten Elckirodc (El) gcbunden aiml und wobet die ersti : und ZDindestens eine 
zwoite Elelorode in die FtU^gkeit cingetaucht sind, mit folgenden Sduitxcn: a) Anlegen einer verdnderlichen Spannung und/oder 
eines verttnderlichen StiDinfi Qber der eraion (HI) und der zweiten £lcktn)de (E2) and b) Mossnng ein^ durcib die Anlagerung der 
ersten Bi om olririttfr (1) an die z^reiien BsomolokOle (2) be/Hngren unndttdbansn Jbidfsrung der Spannung nndVoder des Stroma. 
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^ (54) Title: METHOD FOR DETECTING AND QUANTIFYING HRST BIOPOLYMERS THAT ARE LOCATED IN A LIQUID 

— (54) Bczeichnung: VERFAHREN ZUM NACHWHS UND ZUR QUANTIFtZIERUNG VON IN EINER FLOSSIGKETT BE- 
HNDLiCHEN ERSTEN BIOPOLYMEREN 



^ (57) Abstract: The invention relates to a method for detecting and quantifying first biopolymers (1) that are located in a liquid. 
^ Second biopolymers (2) having a specific affinity towards the first biopolymers (I) to be detected are bound to the surface of a first 
^ electrode (EI). The first and at least one second electrode are dipped into the liquid. The inventive method comprises the following 
^ steps: a) applying a changeable voltage and/or a changeable current over the first (EI ) and second electrode (E2) and b) measuring 
NO the direct change of voltage and/or current, whereby said change is the result of the accumulation of the fiist biomolecules ( I ) to the 
second biomolecules (2). 

SO 

^ (57) Zusammenfaasung: Die Erfindung betrifft ein Verfahien zum Nachweis und zur Quantifizieiung von in einer FlQssigkeit 
^ befindlichen erstcn Biopolymeren (I), wobd zweite zu den nachzuweisenden ersten Biopolymeien (I) einc spezifiscfae Affinitat 
besitzende Biopolyniere (2) an die Oberfl&rhe einer ersten Hektrode (EI) gebunden sind und wobei die erete und mindestens einc 
O zweite Etekirode m die HOssigkeit eingetaucfat sind, mit folgenden Schritten: a) Anlegcn einer veiiinderiichen Spannung und/oder 
^ eines veiSnderiichen Stnnns Qber der ersten (El) und dcr zweiien Elelctrode (E2) und b) Messung einer durch die Anlageiung der 
1^ ersten BiomolekUle (1) an die zweiien Biomolekaie (2) bedingien unmittelbaren Andeiung der Spnnnung und/oder des Stroms. 
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Verfahren zum Nachweis und zur Quant ifizlerung von in einer 
Fiasslgkeit befindllchen ersten Biopolymaren 

Die Erfindiing betrifft ein Verfahren zum Nachweis und zur 
5 Quantif izierung von in einer Flussigkeit befindlichen ersten 
Biopolymeren. 

Nach dem Stand der Technik ist es bekannt, Polynukleotidse- 
, . quenzen, wie DNA, durch voltammetrische Verfahren nachzuwei- 

10 sen. Dazu wird in der US 5,312,572 vorgeschlagen, redoxaktive 
Molekule der Losung zuzusetzen. Diese Molekule binden im Fal- 
le der Hybridiaierung an das aus den Polynukleotidsequenzen 
gebildete doppelstrSngige Molekul. Oas redoxaktive Molekul 
bewirkt ein mefibarea Redoxsignal, Ein Ahnliches Verfahren ist 

15 auch aus der US 5,871,918 bekannt. 

Aus der WO 96/01836 ist ein sogenannter Chip zum Nachweis von 
Polynukleotidsequenzen bekannt. Auf dem Chip sind eine Viel- 
zahl miniaturisierter Reaktionskavitaten vorgesehen. In jeder 
20 der Reaktionskavititen ist eine besondere Polynukleotidse- 
quenz gebunden. Beim Eintauchen des Chips in eine die nachzu- 
weisende Polynukleotidsequenz enthaltende Losung kommt es zur 
Hybridisierung mit einer der besonderen Polynukleotidsequen- 
zen. Die Hybridisierung wird mittels Fluoreszenz nachgewie- 



Auch die WO 95/12808 betrifft ein Nachweis verfahren mittels 
Chip, Dabei wird iiber den Chip nach Art einer Elektrode eine 
Spannung angelegt. Geladene in der Losung befindliche Polynu- 
30 kleotidsequenzen konnen damit an der Oberflache des Chips 
bzw. an den dort vorgesehenen rainiaturisierten Reaktionsgefa- 
Een cuigereichert werden. 



25 



sen. 
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Die Verfahren nach dem Stand der Technik sind aufwendig. Sie 
erfordern den Zusatz besonderer redoxaktiver Molekule oder 
das Vorsehen aufwendig herzuatellender Chips. Eine exakte 
Quantifizierung der nachzuweisenden Biopolymere ist mit den 
bekannten Verfahren nicht moglich. Es ist meist eine optiache 
Detektion erforderlich. Das erhoht den apparativen Aufwand. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein moglichst 
einfach und kostengunstig durchfuhrbares Verfahren zum Nach- 
weis und zur Quantifizierung von in einer FlQssigkeit befind- 
lichen Biopolymeren angegeben werden. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale des Anspruchs 1 geldst. 
Zweckmafiige Ausgestaltungen ergeben sich aus den Merkmalen 
der Anspruche 2 - 14 . 

Nach Mafigabe der Erfindung wird zum Nachweis und zur Quanti- 
fizierung von in einer Flussigkeit befindlichen ersten Biopo- 
lymeren ein Verfahren vorgeschlagen, wobei zweite zu den 
nachzuweisenden ersten Biopolymeren eine spezifische Affini- 
tat besitzende Biopolymere an die Oberflache einer ersten 
Elektrode gebunden sind und wobei die erste und mindestens 
eine zweite Elektrode mit der Flussigkeit ijj? Kontakt sind, 
mit folgenden Schritten-: ^ . . 

a) Anlegen einer Spannung und/oder eines Stroms uber der 
ersten und der zweiten Elektrode und 



b) 



Messung einer durch die Anlagerung der ersten Biomoleku- 
le an die zweiten Biomolekule bedingten unmittelbaren 
Anderung der Spannung und/oder des Stroms. 



wo 01/16361 
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Das vorgeachlagene Verfahren ist einfach und schnell durch- 
fuhrbar. Die Anderung der Spannxing und/oder des Stroma wird 
unmittelbar gemesaen, d.h. das Vorsehen besonderer redoxakti- 
ver Molekule entfallt. £s ist insbesondere auch eine Quanti- 
5 fizierung der in der Flussigkeit enthaltenden nachzuweisenden 
ersten Biopolymere auf einfache Weise mdglich. 

Die angelegte Spannung bzw. der Strom kdiinen verSnderlich 
sein, z,B. kann es sich dabei um Wechselstrom handeln. Beim 

10 Schritt lit. b kann ein Gleichspannungs signal gemessen wer- 
den, wobei die Messung vorteilhaf terweise als zyklovoltamme- 
trische Messung gefilhrt wird. In diesem Fall werden die Re- 
doxprozease der an den zweiten Biopolymeren angelagerten er- 
sten Biopolymere und der Faradayische Elektronentransfer 

15 durch die Oberflache der ersten Elektrode bei einer vorgege- 
benen Spannung oder in einem vorgegebenen Spannungsbereich 
genutzt. 

Zum Nachweis und zur Quant if izierung des ersten Biopolymers 
20 wird vorteilhaf terweise der gemessene Strom bzw. die gemesse- 
ne Spannung uber der Zeit aufgetragen und mindestens uber ei- 
nem Peak integriert. Die Integration erfolgt zweckmaSigerwei - 
se unter Abzug des Untergrunds. Aus dem sich bei der Integra- 
tion ergebenden Wert kann die durch die Anlagerung der ersten 
25 Biopolymere ubertragene Ladungsmenge ermittelt werden. Daraus 
last sich auf die Zahl der angelagerten ersten Biopolymere 
schliefien. Es ist eine Eichung moglich. Die Konzentration der 
nachzuweisenden ersten Biopolymere in der Flussigkeit kann 
bestimmt werden. Das vorgeschlagene Verfahren ist besonders 
30 einfach, weil hier - wie bei der herkommlichen zyklischen 
Voltammetrie - nur zwischen der ersten Elektrode und einer 
Referenzelektrode zyklisch eine lineare Spannungsrarape durch- 
fahren wird. Es ist nicht notwendig redoxaktive Molekule zum 
Ladungstransport einzusetzen. 
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Der StromfluS kann liber eine dritte Elektrdde bzw. eine Ge- 
genelektrode gemessen warden. Beim Auftragen des gemessenen 
Stroma bzw. der gemessenen Spannung uber der Zeit sind cha- 
rakteristische Peaks beobachtbar, die der Anlagerung bzw. Ad- 
sorption sowie einer Desorption der ersten Biopoymere zuge- 
ordnet werden konnen. 



Eine weitere Ausgestaltung besteht darin, phasensensitiv ein 
Wechselstromsignal zu messen. Die Anlagerung der ersten Bio- 
polymere an die an der ersten Elektrode endstandig gebundenen 
zweiten Biopolymere verursacht eine Anderung der durch die 
Anlagerung und Abstofiung der geladenen Biopolymere bedingten 
Doppellagenkapazitat. Die vorgeschlagene phasensensitive Mes- 
sung ermoglicht die Ermittlung des kapazitiven Anteils des 
Wechselstromsignals. Die Kenntnis des kapazitiven Anteils 
laSt auf die Konzentration des nachzuweisenden ersten Biopo- 
lymers in, der Flussigkeit schliefien. ... 



Ea ist in diesem Zusammenhang mdglich, das Wechselstromsignal 
einem zyklischen Gleichstromsignal aufzupragen. Nach einer 
weiteren Ausgestaltung des Verfahrens wird die Impedanz ge- 
messen, indem die voltammetrischen Signale bei variierender 
Frequenz gemessen werden. Das ermoglicht eine unmittelbare 
Quantifizierung des Bedeckungsgrades mit nachzuweisenden er- 
sten .Biopolymeren auf der Oberfliche der ersten Elektrode. • - 

Vorteilhaft ist es, vor dem Schritt lit. a die ersten Biopo- 
lymere durch Anlegen einer Spannung und/oder eines Stroms an 
der Oberflache der ersten Elektrode anzureichem. Besonders 
wirkungsvoll ist die Anreicherung, wenn dabei zyklisch umge- 
polt wird. Dadurch werden nicht zu den zweiten Biopolymeren 
kon^lementare Molekule von der Oberflache cOagestofien. 



wo 01/1(361 
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Nach einem weiterem Ausgestaltiingsmerkmal ist vorgesehexi, da& 

die erste Elektrode mit dem daran angerei chert en ersten Bio- 
molekulen aus der Flussigkeit entfernt und, ggf - nach Ausfuh- 
ren eines Waschschritts, zur Messung mit einer definierten 
5 Mefilosung in Kontakt gebracht. Dadurch konnen storende Ein- 
flusse durch in der Flussigkeit eventuell befindliche weitere 
elektrochemisch wirksame Spezies weitgehend unterdruckt wer- 
den. Es findet gewissermaSen eine der Messung vorgeschaltete 
Aufreinigung statt. 



Das zweite Biopolymer ist zweckmaSigerweise mit einem Ende 
kovalent oder uber einen Linker an die Oberfiache der ersten 
Elektrode gebunden. Selbstverstlindlich kdnnen zur Bindung 
auch Spacermolekule zwischengeschaltet sein. Die erste Elek- 
15 trode ist zweckmSEigerweise aus einem der folgenden Materia- 
lien hergestellt: Kunststoff, Keramk, Glas oder Metall. Ins- 
besondere Polycarbonate und Gold haben sich als Elektrodenma- 
terialien als besonders vorteilhaft erwiesen. 

20 Unter den ersten und den zweiten Biopolymeren werden hier 
insbesondere Proteine, Peptide, DNA, RNA \ind dgl. verstanden. 
Das erste Biopolymer kann insbesondere eine zum zweiten Bio- 
polymer komplementare einzelstranige DNA oder RNA sein, Beim 
Schritt lit. b wird also vorzugsweise die durch die Hybridi- 

25 sierung der vorgenannten Biopolymere bedingte- Anderting der 
Spannung und/oder des Stroms gemessen. 

Das Verfahren wird anhand von Ausfuhrungsbeispielen naher er- 
lautert. Dazu zeigen die 

30 

Fig. 1 ein zyklisches Voltammogramm und 



10 



Fig. 2 



die Anderung des Wechselstroms aufgetragen uber der 
Frequenz und 



® 
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Fig. 3 eine schematische Ansicht eines Messaufbaus. 

Beispiel 1: Gleichspanniing-Voltanunetriache Messung 

Ein Teil einer fiir daa human growth hormone kodierenden DNA- 
Sequenz (HGHl) ist mit seinem 5'-Ende an eine aus Polycarbo- 
nat/Kohlefaaer hergestellte erate Elektrode El bzw. Arbeita- 
elektrode gebunden. Die erate Elektrode El taucht in eine L6- 
sung ein, die SfM/^il einer komplementaren DMA- Sequenz {HGHl 
comp.), SOraM TBE Puffer und lOOmM NaCl Leitaalz enthalt. 

Eine Spannung wird linear mit einer Anderungarate von lOmV/s 
von 0 auf 1,3V erhdht, dann zurOck bia -1.3V und schliefilich 
wieder bis auf OV gefahren. Das dabei gemeaaene zyklische 
Voltammogramm ist in Fig. 1 gezeigt . Es aind zwei Peaka zu 
erkennen. Beim anodischen Potent ialdurchlauf tritt ein erster 
Peak PI. bei'"U«749.5 mV gegen Ag/AgCl auf, beim kathodischen 
Potentialdurchlauf ergibt sich ein zweiter Peak P2 bei u« 
-864, 3mV gegen Ag/AgCl. Diese Peaka treten nur auf, wenn aich 
zu den auf der Oberfliche der Elektrode fixierten ersten Bio- 
polymeren komplementire zweite Biopolymere in der Ldsung be- 
finden. Die Peaks PI, P2 sind ausschliefilich auf Redoxprozes- 
se zuruckzufuhren, die im vorliegenden Beispiel durch Hybri- 
disation von HGHl mit HGHl comp; bedingt sind. Der im anodi- 
schen • Be reich befindliche erste Peak PI ist die Folge eines 
Redoxprozesses, der durch die Adsorption bzw. Anlagerung von 
HGHl an HGHl comp. bedingt ist. Der im kathodischen Bereich 
beobachtbare zweite Peak P2 kann mit der einer Desorption der 
hybridisierten Nukleinsauren in Verbindung gebracht werden. 
Die zeitliche Integration des ersten Peaks PI entspricht der 
durch die ElektrodenoberflAche transportierten Ladungsmenge . 
Daraus kann auf das MaS der Hybridisation auf der Oberflache 
der ersten Elektrode geschlossen werden. 
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Beispiel 2: WechselstrQm-Voltammetrische Messung 

Es wird dieselbe Elektrode und Losung wie im Beispiel 1 ver- 
wendet . 



Ein Gleichspannungsscan von OV bis IV gegen Ag/AgCl wird an- 
gelegt und dieser Gleichspannung wird eine Wechselspannung 
von 250Hz uberlagert. Der Wechselstrom wird in einer Phasen- 
verschiebung von 90*> zur Wechselspannung gemessen. 1st die 
erste Elektrode mit zu den in der L6sung befindlichen nachzu- 
weisenden ersten Biopolymeren komplement^ren zweiten Biopoly- 
meren belegt, so ergibt sich der in Fig. 2 gezeigte Peak bei 
250mV. Dieser Peak ist durch eine Kapazitatsanderung bedingt, 
die durch den Transport negativer Ladungen an die Oberfliche 
der ersten Elektrode bei der Hybridisation hervorgerufen 
wird. Die Anderung in der Doppellagenkapazitat resultiert in 
einem kapazitiven StromfluS, der durch phasensensitive . Mes- 
sung des Wechselstromanteils detektiert werden kann. Die obe- 
re Kurve zeigt das Wechselstromsignal bei unbelegter erster 
Elektrode. Ein Peak ist hier nicht beobachtbar. 

In Fig. 3 ist schematisch der MeSaufbau gezeigt. In eine 
Flussigkeit tauchen eine erste Elektrode El,- eine zweite 
Elektrode E2 und eine dritte Elektrode E3 ein. Die erste 
Elektrode El ist die Arbeitselektrode. Daran sind zweite Bio- 
polymere, z.B, DNA, mittels eines Linkers kovalent gebunden. 
In der Flussigkeit befinden sich erste Biopolymere (1) , die 
komplementar zu den zweiten Biopolymeren (2) sind. Die zweite 
Elektrode {E2) dient als Gegenelektrode, die dritte Elektrode 
{E3) als Referenzelektrode. 



Das folgende Sequenzprotokoll gibt die Sequenzen von HGHl und 
HGHl comp. wieder. 
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Patentansprilche 

1. Verfahren zum Nachweis und zur Quantif izierung von in 
einer FlGasigkeit bef indlichen ersten Biopolymeren (1) , wobei 
zweite zu den nachzuweisenden ersten Biopolymeren (1) eine 
spezifische Affinitat besitzende Biopolymere (2) an die Ober- 
fiache einer ersten Elektrode (El) gebunden sind und wobei 
die erste und mindestena eine zweite Elektrode (E2) mit der 
Flussigkeit im Kontakt sind, mit folgenden Schritten: 

a) Anlegen einer Spannung und/oder eines Stroma (iber der 
ersten (El) und der zweiten Elektrode (E2) und 

b) Messung einer durch die Anlagerung der ersten Biopolyme- 
re (1) an die zweiten Biopolymere (2) bedingten unmittelbaren 
Anderung der Spannung und/oder des Stroms. 

2. Verfahren. nach Anspruch 1, wobei beira Schritt lit. b ein 
Gleichspannungssignal gemessen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Messung als zyklo- 
voltammetrische Messung gefuhrt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, wobei zum Nachweis und 
zur Quantif izierung des ersten Biopolymers (1) der gemessene 
Strom Oder die gemessene Spannung uber der Zeit aufgetragen 
und iiber mindestens einem Peak integriert wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei ein Wechselstromsignal 
phasensensitiv gemessen wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das Wechselstromsignal 
einem zyklischen Gleichstromsignal aufgepragt ist. 
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7. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Impedanz gemesaen 

wird, indem die voltammetrischen Signale bei variierender 
Frequenz gemessen warden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
vor dem Schritt lit. a die ersten Biopolymere (1) durch Anle- 
gen einer Spanniing und/oder eines Stroma an der Oberfiache 
der ersten Elektrode (El) angereichert werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei zyklisch umgepolt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, wobei die erste Elek- 
trode (El) mit den daran angereicherten ersten Biomolekulen 
(1) aus der FlQasigkeit entfemt und zur Messung mit einer 
definierten Mefildsung in Kontakt gebracht wird. 

11. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das zweite Biopolymer .(2) mit einem Ende kovalent oder uber 
einen Linker an die OberflSche der ersten Elektrode (El) ge- 
bunden ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die erste Elektrode 
(El) aus einem der folgenden Materialien hergestellt ist: 
Kunststoff, Keramik, Glas, Metall. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das erste Biopolymer (1) eine zum zweiten Bioplymer (2) kom- 
plementare einzelstrSngige DNA oder RNA ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei beim Schritt lit. b 
die durch die Hybridisierung der Biopolymere (1, 2) bedingte 
Anderung der Spannung und/oder des Stroms gemessen wird. 



WOOIACMI PCT/DBOflMttTSr 



1/3 




Fig. 1 



SBQUEUZPROTOKOLL 

<X10> november Aktiengesellachaft 

Qeaellschaft fflr Molekulare Medizin 

<120> Verfahren zum Nachweis und zur Quantif izierung von 
in einer FiaaalgJcelt beflndlichcn Biopolymeren 

<130> 401152GA 

<140> 
<I41> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

gccttcccaa ccattccctt a 



<210> 2 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

taagggaatg gttaggaagg c 
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